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Abstract 
Embryo cells with high potential in active proliferation and pluripotency are optimal cell sources 
for the establishment of continuous cell lines. However, due to the frequent occurrence of con-
tamination by microorganisms and protozoans as well as the mitosis-arrestment of primary cul- 
ture cells, only primary cell cultures and limited subculture are successful in the cell culture of 
invertebrates, and no immortalized cell line has been established from invertebrates. This pa-
per has reviewed the advances in the embryonic cell culture of marine invertebrates including 
Porifera, Coelenterata, Arthropoda, Mollusca and Echinodermata, and predicted its future out-
look. 
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摘  要 

胚胎细胞具有活跃的分裂增殖能力和多向分化潜能，是建立细胞系的最佳组织来源。但是由于微生物和

原生动物污染以及体外培养条件下细胞不分裂等原因，海洋无脊椎动物的细胞培养研究目前仍停留在原

代细胞培养和有限传代培养的水平上，尚无永生性细胞系的成功报道。本文综述了海洋无脊椎动物中5
个门类包括多孔动物门、腔肠动物门、节肢动物门、软体动物门和棘皮动物门的胚胎细胞培养工作的研

究进展，并对海洋无脊椎动物胚胎细胞培养的前景进行了展望。 
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1. 引言 

海洋无脊椎动物的细胞培养始于 20 世纪 70 年代，尽管研究者们进行了不懈的探索和努力，但是海

洋无脊椎动物的细胞在解离后 24~72 小时内即停止分裂，细胞处于静止状态，其永生性细胞系一直未能

成功建立[1]-[3]。一般来说，用于细胞培养的组织或细胞来源越年轻，其细胞分裂能力越旺盛，越有利于

细胞培养工作的开展，胚胎或幼体无疑是细胞培养的最佳组织来源。尽管海洋无脊椎动物数量庞大、种

类繁多，但是基于理论研究和实际生产应用的需要，有关报道只是集中在有限的几个种类。本文对海洋

无脊椎动物的胚胎细胞培养的现状加以综述，为建立海洋无脊椎动物永生性细胞系提供参考。 

2. 多孔动物门(Porifera) 

多孔动物又称海绵动物，是最原始最低等的海洋多细胞动物，营水生、固着生活。海绵动物有很强

的再生能力，甚至分离的单个细胞也能相互接合，在良好的环境下，几天后生长为小海绵，这种巨大的

再生能力也证明了海绵动物的原始性。海绵动物体内富含生物活性物质，包括海绵毒素、防污剂、抗癌

化合物和抗病毒成分[4]-[6]，然而这些活性成分的含量极低，不能进行商业化大量生产。随着细胞培养技

术的发展，利用海绵细胞和组织培养来大量获取这些具有生物活性的代谢物已成为人们的研究热点。在

20 世纪 90 年代，研究者们对海绵细胞进行原代培养，并取得实质性的进展。Ilan et al. (1996)将成体来源

的海绵(Latrunculia magnificat)细胞体外培养了 6 个月，但随后被证实该细胞为污染的单细胞真核生物破

囊壶菌(Thraustochytrid)，虽然没有建成海绵细胞系，但是证明了机械法分离海绵细胞的可行性[7]。
Rinkevich et al. (1996)通过 5 种解离方法获得分散的海绵胚胎细胞并进行原代培养。结果发现，机械法分

离得到的单个胚胎细胞培养效果最好，体外可存活 9 个月；搅拌法获得胚胎细胞悬液，接种后胚胎细胞

可存活 3 个月；胰蛋白酶解离法获得的胚胎细胞体外培养效果最差，存活时间小于两周。原代培养的海

绵胚胎细胞可分为 4 种类型：胚叶细胞(blastomere)、色素细胞(chromocyte)、小球细胞(spherulous)和环细

胞(choanocyte)。虽然海绵动物具有较强的再生能力，但是分散的海绵细胞体外培养表现出较弱的增殖能

力。Rinkevich 将海绵胚胎细胞体外培养了 9 个月，但是细胞不分裂，未见增殖，这成为制约海绵细胞建

系的难题[8]。孙黎明(2006)以繁茂膜海绵(Hymeniacicon perleve)为材料，建立了一种分离和纯化海绵全能

干细胞：原细胞(Archaeocytes)的方法。分离得到的原细胞具有活跃的增殖能力，并能够连续传代培养两

次，但由于原细胞发生了分化，其增殖速率下降，最终没有建成海绵细胞系，但却表明了以原细胞为基

础建立细胞系的可能性[9]。 
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3. 腔肠动物门(Coelenterata) 

腔肠动物和海绵动物一样，也是双胚层的原始多细胞动物。海绵动物被认为是原始多细胞动物的一

个侧枝，而腔肠动物则是真正的后生动物，它主要包括水螅纲、钵水母纲和珊瑚纲。目前，腔肠动物细

胞培养仍处于原始的培养阶段，Frank et al. (1994)通过机械法、化学法和自发震荡法分离了 10 种腔肠动

物细胞并进行原代培养，接种后的细胞在 7~20 天内出现增殖，可传代几次，体外存活最长时间达 1 年。

虽然对原代培养的细胞进行了冻存，但细胞复苏后被真核单细胞生物污染，最终导致培养失败[10]。迄今

为止，还没有腔肠动物胚胎细胞培养的有关报道。 

4. 节肢动物门(Arthropoda) 

节肢动物是世界上种类最多、数量最大和分布最广的一类无脊椎动物。其中研究最为广泛的海洋节

肢动物主要是甲壳纲的虾类。Peponnet and Quiot (1971)首次报道了甲壳动物螯虾(Homarus americanus)和
龙虾(Panulirus versicolor)的类淋巴器官、性腺和心脏等组织的体外培养，虾类细胞体外培养工作也随之

广泛开展起来[11]。尽管在对虾细胞培养方面，国内外学者进行了大量的探索和努力，但对虾成体组织来

源的体外培养细胞不分裂，难以被转化，其永生化细胞系一直未能成功建立。具有活跃增殖能力和多向

分化潜能的胚胎或幼体组织可为对虾细胞培养提供更好的细胞来源。在对虾胚胎细胞培养方面，Toullec et 
al. (1996)以印度对虾(Penaeus indicus)发育到 16 细胞期的胚胎为材料，开展了胚胎细胞的分离与培养。结

果发现，原代培养的胚胎细胞数量明显增多，但不能确定它们是源于胚胎细胞团还是细胞增殖。接种 10
小时后胚胎细胞分化为成纤维细胞、具有丝状伪足的类神经细胞和有节律收缩的肌细胞。令人遗憾的是，

这些细胞体外存活的时间并不长[12]。Frerichs (1996)以发育 7~13 天的罗氏沼虾(Macrobrachium rosen-
bergii)胚胎为材料，比较分析了 10 种培养基对解离的胚胎细胞的培养效果。遗憾的是并没有得到细胞单

层，传代培养也失败了[13]。Fan and Wang (2002)以 MPS 作为基础培养基，通过添加 20 ng/mL 碱性成纤

维细胞生长因子(basic fibroblast growth factor, bFGF)和 80 ng/mL 胰岛素样生长因子(insulin-like growth 
factor, IGF-Ⅱ)，对中国对虾(Penaeus chinensis)的胚胎细胞进行分离培养，得到了原代培养胚胎细胞单层，

并将原代胚胎细胞传至数十代，但后续并无成功建系的研究报道[14]。余黎明(2004)比较分析了中国明对

虾早期原肠胚细胞的解离方法，发现利用解剖法可获得活的胚胎细胞，且细胞的存活率可达到 20%~40%，

但是该方法易污染；利用压片法分离得到的胚胎细胞的存活率可达 70%，且该方法便于大批量的操作；

过针法由于不易控制抽吸速率，过快或过慢抽吸效果都不理想，虽然存活率可大于 70%，但是并不适宜

大批量操作。过筛法和研磨法虽然可用于大批量操作，但细胞状态差，贴壁率低，存活率一般小于 5% [15]。 

5. 软体动物门(Mollusca) 

海洋软体动物的细胞培养始于 19 世纪 60 年代，目前尚无永生性细胞系的成功报道，并且体外培养

细胞不能长时间存活，阻碍了软体动物在疾病、营养和生化等方面的研究。Brewster and Nicholson (1979)
报道了美国牡蛎(Crassostrea oirginica)不同组织的原代培养，发现胚胎或幼体是建立细胞系的最适材料。

解离得到大的胚胎细胞团能够贴壁生长，然而并没有形成细胞单层，也没有观察到有丝分裂细胞的存在。

尽管作者发现胚胎细胞在接种后的 1~7 天内数量明显增多，但最终原代培养的细胞被细菌污染而失败[16]。
Odintsova and Khomenko (1991)报道了虾夷扇贝(Mizuchopecten yessoensis)的胚胎细胞培养，细胞可在体外

存活 4 个月，虽然细胞数量没有明显增长，但可以检测到有丝分裂细胞的存在[17]。Odintsova et al. (2010) 
对油黑壳菜蛤(Mytilus trossulus)的幼体组织细胞进行了培养，发现原代培养的幼体细胞可分化为肌细胞和

神经样细胞，并且在培养过程中始终存在具有收缩功能的细胞[18]。Merwe et al. (2010)对南非鲍螺

(Haliotismidae)幼体细胞和血淋巴细胞进行培养，结果发现血淋巴细胞比幼体细胞更适合进行原代培养
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[19]。晏萌(2013)对栉孔扇贝(Chlamys farreri)的担轮幼虫和成体组织细胞进行了原代培养。通过优化解离

方法和添加合适的生长因子等方式，有效地促进了栉孔扇贝担轮幼虫细胞的增殖，实现了幼虫细胞在体

外长期存活，将原代培养的幼虫细胞成功传代培养至 19 代[20]。 

6. 棘皮动物门(Echinoderms) 

棘皮动物是具有重要经济价值的海洋无脊椎动物，在无脊椎动物中的系统学地位仅次于脊索动物。

现代棘皮动物包括海百合纲、蛇尾纲、海星纲、海胆纲和海参纲，以及新近发现的新纲—海菊纲。在实

验胚胎学、细胞结构和受精机制等基础理论研究方面，海胆和海星的受精卵是很好的实验材料。Kaneko et 
al. (1995)以 0.6 M 甘氨酸处理对多棘海盘车(Asterias amurensis)间质迁移期(mesenchyme migration stage)
胚胎，并进行胚胎细胞原代培养，发现当用 0.6 M 甘氨酸对多棘海盘车胚胎处理 24 小时后，原代培养的

所有上皮样细胞死亡，而间质细胞存活，当 0.6 M 甘氨酸的处理时间缩短为 12 小时后，可得到上皮样细

胞聚集体(aggregates of epithelial cells)，并于接种后第 3 天形成细胞单层，细胞类型包括食管细胞

(esophageal cells)、胃细胞(the stomach cells)、肠细胞(intestinal cell)和体腔囊细胞(coelomic pouch cells) [21]。
Bulgakov et al. (2006)将三种海胆(Strongylocentrotus intermedius，S. nudus 和 Scaphechinus mirabilis)的胚胎

与农杆菌共同培养后，海胆胚胎形成了畸胎瘤样结构，这表明农杆菌可以介导海胆胚胎细胞的转化[22]。
Ageenko et al. (2014)对海胆(S. intermedius)的囊胚细胞进行原代培养，利用莽草酸(shikimic acid)成功诱导

胚胎细胞分化成海胆色素细胞 A (Echinochrome A)和棘色素细胞 E (spinochrome E)，这为今后开展海胆棘

壳色素的生产研究提供了依据[23]，为最终建立棘皮动物胚胎细胞系奠定了基础。 

7. 前景展望 

海洋无脊椎动物的胚胎细胞培养虽然已取得了一定的研究进展，但是目前并没有海洋无脊椎动物胚

胎细胞系建立的成功报道。究其原因是缺乏海洋无脊椎动物细胞生理学、生物化学和生理学的重要相关

信息。建立海洋无脊椎动物胚胎细胞系是一个长期探索的过程，如果仅靠套用哺乳动物细胞培养模式来

培养海洋无脊椎动物细胞是远远不够的。为建立海洋无脊椎动物胚胎细胞系，研发专用培养基、筛选促

分裂生长因子、优化培养条件和建立有效的传代方法可作为今后研究工作的努力方向。 
总之，要实现海洋无脊椎动物胚胎细胞系的建立还需克服一系列的瓶颈问题，相信经过不断地探索

和努力，最终一定能够建立海洋无脊椎动物胚胎细胞系。 
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